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The process comprises dispersing a homogeneous mixture of an ionic 
surfactant and a lipid in aqueous phase at a concentration to below the 

critical 

micelle concentration of the surfactant in the phase concerned and, if 
necessary neutralising the aqueous phase obtd. and, if desired, enriching 
and/or separating the unilamellar liposomes obtd. . 

Liposomes can be used to carry various active ingredients such as 
proteins (e.g. antibodies, enzymes, hormones, vitamins, genes labelled 
cpds. etc.) to various organs or to solubilise lipophilic substances (e.g. 
fat soluble dyestuffs) or to stabilise substances sensitive to hydrolysis 
(e.g. prostaglandins), to enclose pesticides (e.g. to alter the profile of 
activity of dischlorphos) etc.. 

Unilamellar liposomes can be prepared simply without great demand on 
apparatus from the aqueous phase giving both small unilamellar liposomes of 
dia. ca. 200-600 Angstroms and large unilamellar liposomes of dia. ca. 
600-3000 Angstroms. The two grades can be separated simply e.g. by gel 
filtration or ultrafiltration. 
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@ Upide und Tenside in wassriger Phase. 



© Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues. vorteilhaf- 
tes Verfahren zur Herstellung von untlametlaren Liposomen 
in wassriger Phase, indem man eine homogene Mischung 
eines lonischen Tenstds und eines Lipids dispergiert. Die 
Bildung der unilamellaren Liposome erfotgt spontan, d.h. 
ohne zusatzliche Sussere Energiezufuhr. Die verfahrensge- 
mass erhaltlichen Liposome Iconnen alsTrager von Wirkstof- 
fen unterschiedlichster Art therapeutisch verwendet werden. 
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CIBA-GEIGY AG 4-14035 A 

Basel (Schweiz) 



Lipide md Tenside in wassriger Phase 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur 
Herstellung von unilamellaren Liposomen in wSssriger Phase. 

Liposomen sind in der Literatur in zahlreichen Verof fentlichungen 
beschrieben worden. Ihr Aufbau und |ihre Verwendung ist Gegenstand 
vieler Untersuchungen. Man unterscheidet unilamelare Liposomen mit 
einer Doppelschicht aus Lipiden von multilamellaren Liposomen mit 
mehreren Doppelschichten aus Lipiden, die zwiebelformig angeordnet 
sind. 

Unilamellare Liposomen haben einen Durchmesser von ca. 200 bis 
50000 A, vorzugsweise ca. 200 bis 30000 A. Die kugelfb'rmige Hulle 
besteht aus einer Doppelschicht der Lipidkomponenten. z.B. amphi- 
patischen LipideUi z.B. Phospholipiden, z.B. Phosphatidsaure, 
Lecithin oder Kephalin, und gegebenenf alls neutralen Lipiden, z.B. 
Cholesterin. Diese Doppelschicht umschliesst einen Innenraum, der 
eine wassrige Phase enthalt. 

Es besteht grosses Interesse an der therapeutischen Verwendung von 
Liposomen als Trager von Wirkstoffen unterschiedlichster Art. So 
sind Liposomen als Trager von Proteinen, z.B. Antikorpern Oder 
Enzymen, Hormonen, Vitaminen oder Genen oder zu analytischen Zwecken 
als Trager von markierten Verbindungen vorgeschlagen worden. Als 
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Beispiel sei die US-Patent schri ft 3,993,754 gcnannt, wclche cin 
Chemother apeutisches Verfahren bei der Behandlung von Tumorzellen 
unter Verwendung von Liposomen als Trager zum Gegenatand hat. 

Der betreffende Wirkstoff wird entweder bei der Bildung der Lipo- 
somen Oder nachtraglich durch Diffusion verkapselt. Die Herstellung 
von Liposomen und die Verkapselung des Wirkstof fs kann auf verschie- 
dene Weise erfolgen und ist in dem Uebersichtsartikel von Kaye, 
St.B., Cancer Treatment Reviews (1981) 8^, 27-50 beschrieben. Weitere 
Verfahren zur Herstellung von Liposomen zwecks Verkapselung von 
Wirkstof fen sind ebenfalls durch Barenholz et al, in Biochemistry, 
Vol. 16, No. 12, 2806-2810, sowie in den Deutschen Offenlegungs- 
schriften (DOS) 28 19 855, 29 02 672, 25 32 319 und 28 42 608, in 
der US-Patentschrift 4,053,585 und in der Europaischen Patent- 
anmeldung 36 676 beschrieben. 

Nach den bisher bekannt gewordenen Verfahren lost nan beispielsveise 
die Lipidkomponenten, z.B. Phospholipide, z.B. FhosphatidsSure, 
Lecithin oder Rephalin, und gegebenenfalls neutrale Lipide, z.B. 
Cholesterint in einem organischen LSsungsmitteli z.B. Chloroform 
Oder Benzol, auf. Nach dem Eindampfen bleibt eine homogene Schicht, 
z.B. eine rilmschicht, der betreffenden Lipidkomponenten zuruck. Han 
dispergiert anschliessend die Lipidkomponenten in einer wassrigen 
Phase, welche den betreffenden Wirkstoff enthalt, z.B. durch 
Schiitteln. Bei der anschliessenden Behandlung mit Ultraschall bildei 
sich unilamellare Liposomen, welche den Wirkstoff verkapseln. 

Nach dem Verfahren der vorliegenden Erfindung lassen sich auf 
einfache Weise ohne apparativen Aufwand wassrige Phasen herstellen, 
welche kleine unilamellare Liposomen (KUL) mit einem Durchmesser \tn 
ca. 200-600 k und grosse unilamellare Liposomen (GUL) mit einem 
Durchmesser von ca, 600-3000 A enthalten* Mittels geeigneter 
Trennmethoden, z.B. Gelf iltration oder einer Ultraf iltrationszel'.j, 
kann man kleine von grossen unilamellaren Liposomen trennen. 
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Die vorliegende Erfindung hat ein Verfahreti zur Hers tel lung von 
uniUmellaren Liposomen zum Gegenstand, dadurch gekenn* 
seichnet, daes man eine homogene Miechung einee ionischen Tensids 
und einee Lipids in wSssriger Phase bei einer Ronzentration niedri- 
ger als die kritische Mizellbildungskonzentration (cmc-critical 
micelle concentration) des Tens ids in der betreffenden Hiase disper- 
giert und, wenn notwendig, die erhSltliche wassrige Phase neutrali- 
siert und, venn erwunscht, die erhaltlichen unilamellaren Liposomen 
anreichert und/oder abtrennt. 

Die veiter vorn und im folgenden genannten allgemeinen Begriffe 
haben im Rahmen der Beschreibung der vorliegenden Erfindung vorzugs- 
weise die folgenden Bedeutungen: 

Der im Zusammenhang mit organiscben Resteui z.B. Niederalkyl, 
Niederalkylen, Niederalkoxy , Niederalkanoyl etc., verwendete 
Ausdruck "Nieder" bedeutet, dass solche organische Reste, falls 
nicht ausdrucklich anders definiert, bis zu 7 und bevorzugt bis zu 4 
Rohlenstoffatome enthalten. 

Die Herstellung der homogenen Mischung eines ionischen Tensids und 
eines Lipids erfolgt in an sich bekannter Weise und ist in dem 
Abschnitt "Herstellung der homogenen Schicht der Lipidkomponenten** 
beschrieben. 

Ein ionisches Tensid ist ein kationisches oder anionisches Tensid. 

Ein kationisches Tensid ist beispielsweise eine Verbindung der 
Forme 1 



(1 A). 
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worin einen gegebenenfalls substituierten Kohlenwasserstoffrest. 
\ Niederalkyl, Phenylniederalkyl oder Hydroxy, und R^ Nieder- 
alkyl Oder ^ und R^ zusammen mit dem StickBtoffatom einen gegebe- 
nenfalls an einem Kohlens toff atom substituierten, aliphatischen 
Heterocyclus und R^ Niederalkyl oder R^^, R^ und R^ rusammen «it dem 
Stickstoffatom einen gegebenenfalls an einem Kohlens toff atom 
substituierten, aromatischen Heterocyclus und 7^ ein Anion dar- 
stellen. 



In einem kationischen Tensid der Formel (lA) ist ein gegebenenfalls 
substituierter, aliphatischer Kohlenwasserstoffrest R beispiels- 
weise durcb Aryloxyniederalkoxy substiutiertes Niederalkyl, 
geradkettiges oder verzweigtes Alkyl nit 7-22, insbesondere 12-20, 
Kohlens toff atonen oder Alkenyl mit 8-20, insbesondere 12-20, 
Kohlens toff atomen und 1-4 Doppelbindungen. 

Aryl in Aryloxyniederalkoxy ist beispielsweise Phenyl, welches durch 
geradkettiges Niederalkyl mit 1-4 Kohlenstoff atomen, z.B. Methyl, 
Aethyl oder n-Propyl, oder durch verzweigtes Alkyl mit 3-10 Kohlen- 
stoffatomen, z.B. Isobutyl, tert-Butyl, Amyl, Neopentyl, 2- oder 
3-Methylpentyl, 2,2- oder 2,3-Dimethylbutyl, 2- oder 3-Methylhexyl , 
3-Aethylpentyl, 2.2-, 2,3-, 2.4- oder 3,3-Dimethylpentyl, 4-Methyl- 
heptyl. 2.2.2- 2,2,4-, 2,3,3- oder 2,3,4-Trimethylpentyl. 1,1,3,3- 
Tetramethylbutyl oder 2,2,3,3-Tetramethylbutyl mono- oder disub- 
stituiert sein kann. 



Niederalkoxy in Aryloxyniederalkoxy ist beispielsweise Methoxy, 
Aethoxy, n-Propoxy oder n-Butoxy. 

Niederalkyl R^, welches durch Aryloxyniederalkoxy substituiert ist, 
ist beispielsweise Aryloxyniederalkoxymethyl oder 2-Aryloxynieder- 
alkoxyathyl, z.B. Aryloxymethoxymethyl , 2-Aryloxymethyloxyathyl , 
2-Aryloxyathoxymethyl oder 2-(2-Aryloxyathoxy)-athyl , z.B. 
Phenoxymethoxymethyl , 2-PhenoxymethDxyathyl , 2-Phenoxyathoxynethyl , 
2-(2-Phenoxyathoxy)-8thyl, 2-, 3- oder 4-Methylphenoxymethoxymethyl , 
2-(2-Methylphenoxymethoxy)-athyl , 2-(3-Methylphenoxymethoxy)-athyl , 
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2-(A-Methylphenoxymethoxy)-athyl , 2-(2-Methylphenoxy)-athoxy- 
nethyl, 2-(3-Methylphenoxy)-athoxymethyl , 2-(4-Methylphenoxy)- 
Sthoxymethyl , 2-[2-(2-Methylphenoxy)~athoxy]-athyl , 2-[2-(3- 
Methylpbenoxy)-athoxy3-athyl , 2-[2-(4-Methylphenoxy)-athoxy]-athyl , 
A-( 1 , 1 1 3 , 3-Tetrainethy Ibuty 1 )-phenoxyinethoxyiDethy 1 , 2-t4-( 1 ,1,3,3- 
Tetramethylbutyl )-phenoxyiDethoxy]-athyl , 2-[4"(l , 1 , 3,3-TetraiDethyl- 
butyD-phenoxy^-athoxymethyl , 2-I[2-(4-(l ,1 ,3,3-Tctra^netbylbutyl)- 
phenoxy)-athoxy]-athyl, 2-Methyl-4-(l, l.S.S-tetramethylbutyD- 
pbenoxymethoxymethy 1 , 2-[[2-Methyl-4-( 1,1,3, 3-tet rametby Ibutyl )- 
pbenoxymethoxy]]-athyl , 2-[|3-Methy l-4-( 1,1,3, 3-tet ramethylbutyl)- 
phenoxymethoxy]-athy 1 , 2-[2-( 2-Methy l-4-( 1 ,1,3, 3-tetraine thy Ibutyl )- 
phenoxy )]-athoxymethy 1 , 2-[]2-( 3-Methyl-4-( 1,1,3, 3-tetramethylbutyl )- 
phenoxy)]-athoxyinethyl , 2-[]2-(2-Methyl-4-(l ,1,3, 3-tetrainethylbutyl )- 
phenoxy)-athoxy]-athyl Oder 2-[2-(3-Methyl-4-( 1,1, 3, 3-tet rame- 
tby Ibutyl )-phenoxy )-athoxy]-athyl . 

Niederalkyl R^, welches durch Aryloxyniederalkoxy substituiert ist, 
ist vorzugsweise 2-[2-(2-Mcthyl-4-( 1,1,3, 3-tetrainethylbutyl)- 
phenoxy)-athoxy]-athyl und 2-[2-(3-Methyl-4-(l, 1,3, 3-tetramethyl- 
butyl )-phenoxy)-athoxy]-athy I . 

Geradkettiges oder verzweigtes Alkyl R mit 7-22, insbesondere 

a 

12-20, Koblenstoffatomen, ist beispielsweise n-Heptyl, 2-Methyl- 
hexyl, 3-Methylhexyl , 3-Aethylpentyl , 2,2-, 2,3-, 2,4- oder 
3,3-Dimethylpentyl, n-Octyl, 4-Methylheptyl, 2,2,3-, 2,2,4-, 2,3,3-, 
2,3,4-TriiDethylpentyl, n-Nonyl, n-Decyl, n-Dndecyl, n-Dodecyl 
(Lauryl), n-Tridecyl, n-Tetradecyl (Myristyl), n-Pentadecyl, 
n-Hexadecyl (Cetyl), n-Heptadecyl , n-Octadecyl (Stearyl), 
n-Konadecyl oder n-Eicosyl (Arachinyl). 

Bevorzugt ist geradkettiges Alkyl mit einer geraden Anzahl von 12-20 
Koblenstoffatomen, beispielsweise n-Dodecyl (Lauryl), n-Tetradecyl 
(Myristyl), n-Hexadecyl (Cetyl), n-Octadecyl (Stearyl) oder 
n-Eicosyl (Aracbinyl). 



0102324 



- 6 - 

• 

Alkenyl mit 8-20, insbesondere 12-20, Kohlenstoffatomen und 1-4 
Dopppelbindungen Ist beispielsweise 1-Octenyl, 1-Nonenyl, l-Decenyl, 
1-Dndecenyl, 1-Dodecenyl, S-cis-Dodecenyl (Lauroleyl), 1-Tridecenyl , 
1-Tetradecenyl , 9-ci8-Tetradecenyl (Hyrlstoleyl) , 1-Pentadecenyl, 
1-Hexadecenyl , 9-ci8-Hexadecenyl (Palmitoleinyl) , 1-Hcptadecenyl , 
1-Octadecenyl , 6-ciB-Octadecenyl (Petrosclinyl) , 6-tran8-0ctadecenyl 
(Petroselaidinyl) , 9-ci8-0ctadecenyl (Oleyl), 9-tran8-0ctadecenyl 
(Elaidinyl), 9-ciB-12-tran8-0ctadecadienyl (Lino ley I) , 9-ci8-ll- 
trans-lS-tans-Octadecatrienyl (a-Elaoatearinyl) , 9"trans-ll-tran8- 

13- tranB-Octadecatrienyl (fi-Elaostearinyl) , 9-ci6-12-15-ci8- 
Octadecatrienyl (Linolenyl), 9-, 11-^, 13-, 15-Octadecatetraenyl 
(Parinaryl), 1-Nonadecenyl , l-Eicosenyl, 9-cie-Eico8enyl 
(Gadoleinyl), 5-, 11-, 14-Eicosatrienyl oder 5-, 8-, 11-, 

14- Eico8atetraenyl (Arachidonyl). 

Bevorzugt ist Alkenyl mit 12-20 Kohlenstoffatomen und einer Doppel- 
bindung, beispielsweise 9-ci8-])odecenyl (Lauroleyl), 9-ci8-Tetra- 
decenyl (Myristoleyl) , 9-cis-Hexadecenyl (Palmitoleinyl), 6-cis- 
Octadecenyl (Petroselinyl) , 6-trans-Octadecenyl (Petroselaidinyl) , 
9-cis-Octadecenyl (Oleyl), 9-tran8-0ctadecenyl (Elaidinyl) oder 
9-ci8-Eicosenyl (Gadoleinyl). 

Niederalkyl R^, oder R^ ist beispielsweise Methyl oder Aethyl* 

Phenylniederalkyl R^^ ist beispielsweise Benzyl oder 2-Phenyiathyl. 

Ein aliphatischer Heterocyclus, welcher von R^^ und R^ susammen mit 
dem Sticks toff atom gebildet wird, ist beispielsweise ein mono- 
cyclischer, fiinf- oder sechsgliedriger Aza-, Qxaaza- oder Thiaza- 
cyclylrest, 2,B. Piperidino, Morpholino oder Thiamorpholinio. 

Substituenten dieses Heterocylus sind die Substituenten R und R am 

a d 

Stickstoff sowie gegebenenfalls an einem Kohlenstoffatom Nieder- 
alkyl, z.B. Methyl, Aethyl, n-Propyl oder n-Butyl. 
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Bin HeterocycluB, welcher von und susammen tnit dem Stickstoff- 
atom gebildet wird und an einem Kohlenstof fatom durch Niederalkyl 
Bubstituiert ist, iat z.B. 2-| 3- odcr 4-Methylpiperidlnio, 2-, 3- 
oder 4-Aethylpiperidinio oder 2- Oder 3-MethyliDorpholinio. 

Bin aromatischer Heterocyclus, welcher von und zusanmen 

mit dem St ickstof fatom gebildet virdi iat beiBpielBweiae ein 
monocyclischer, fiinf- oder aechsgliedriger , Aza-, Diaza-, 
Oxaaza- oder ThiazacyclylreBt , z.B. Fyridinio, Imidazolinioi 
Oxazolinio oder Thiazolinio oder beispielsweise ein benzokonden- 
Bierter MonoazabicyclylreBt , z.B. Chinolinio oder Isochinolinio. 

Substituenten diese Heterocyclus sind der Rest R^ am Stick- 
stoffatom sowie gegebenenfalls an einem Kohlenstoffatom Niederalkyl. 
z.B. Methyl oder Aethyl, Hydroxyniejderalkyl , z.B. Hydroxymethyl oder 
2-HydroxySthyl , Oxo, Hydroxy oder Halogen , z.B. Chlor oder Brom. 

i 
I 

Ein Heterocyclus, welcher von R^^, R^ und R^ zusammen gebildet wird 
und an einem Kohlenstoffatom durch die genannten Reste Bubstituiert 
ist, ist beispielsweise 2- oder 4-Niederalkylpyridinio, z.B. 2- oder 

4- Methyl oder 2- oder 4-Aethylpyridinio, Diniederalkylpyridinio, 
z.B. 2,6-Dimethyl-, 2-Methyl-3-athyl-, 2-Methyl~4-athyl-, 2-Methyl- 

5- athyl-, Oder 2-Methyl-6-athylpyridinio, 2-, 3- oder 4-Halogen- 
pyridinio, z.B. 2-, 3- oder 4-Chlorpyridinio oder 2-, 3- oder 
4-Brompyridinio, 2-Niederalkylimidazolinio , -oxazolinio oder 
•thiazolinio, z.B. 2-Methyl- oder 2-Aethylimidazolinio, -oxazolinio 
Oder -thiazolinio oder 2-Kiederalkyl-8-halogenchinolinio, z.B. 
2-Methyl-8-chlorchinolinio. 

Ein Anion Y ist beispielsweise ein Halogenid-, z.B. Fluorid-, 
Chlorid- oder Bromid-, Miederalkanoat , z.B. Formiat- oder Acetat-, 
Hydrogensulfat-, Niederalkylsulfat-, z.B. Methyl- oder Aethyl- 
Bulfat-, Niederalkylsulfonat-, z.B. Methyl*t c)der Arylsulfonat*, 
z.B. Phenyl sulfonat- oder Toluolsulfonation. 
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Ein Anion ist vorzugsweiBe ein Halogenid-. z.B. Chlorid- oder 
Bromldion. 

Ein kationisches Tensid der Fonnel lA ist vorzugsweise N-Benzyl- 

H,H-di»ethyl-H-2-[2-(4-(1.1.3.3-tetran.ethylbutyl)-phenoxy)-athoxy]- 
Sthylaamoniochlorid. N-Ben2yl-N,N-dinethyl-N-2-[2-(3-methyl-4- 

(l,1.3.3-tetran.ethylbutyl)-phenoxy)-athoxy]-athylaimnoniochlorid 
(Hethylbenzethoniunchlorid), n-Dodecyltrinethylannnoniochlorid oder 
-bromid. Trinethyl-n-tetradecylammoniochlorid oder -bromid, 
n-Hexadecyltrioethylannnoniochlorid oder -bromid (Cetyltrimethyl- 
amaoniumchlorid oder -bromid), Trimethyl-n-octadecylammoniochlorid 
Oder -bromid. Aethyl-n-dodecyldimethylaamoniochlorid oder -bromid, 
Aethyldimethyl-n-tetradecylammoniochlorid oder -bromid, Aethyl-n- 
hexadecyldimethylammoniochlorid oder -bromid. Aethyldimethyl-n- 
octadecylaDm«>niochlorid oder -bromid, n-Alkyl-benzyldimethyl- 
aimnoniochlorid oder -bromid (Benzalkoniumchlorid oder -bromid), z.B. 
Benzyl-n-dodecyldimetbylammoniochlorid oder bromid. Benzyldimethyl-' 
n-tetradecylammoniochlorid oder -bromid, Benzyl-n-he«decyldimethyl- 
ammoniochlorid oder -bromid oder Benzyldimethyl-n-octadecyla»monio- 
chlorid Oder -bromid. N-(n-Decyl)-pyridiniochlorid oder -bromid, 
N-(n-Dodecyl)-pyridiniochlorid oder -bromid. N-(n-Tetradeyl)- 
pyridiniochlorid oder -bromid. N-(n-Hexadecyl)-pyridiniochlorid oder 
-bromid (Cetylpyridiniumchlorid) oder N-(n-Octadecyl)- pyridinio- 
chlorid Oder -bromid oder eine Miachung von diesen Tenaiden. 

Ein anionisches Tensid ist beispielsweise 

a) eine Verbindung der Formel: 

Ce,-(0-A)^-b]^Z® (I B) 

worin einen gegebenenfalls subatituierten Kohlenwasserstoffrest, 
A Niederalkylen. m null (direkte Bindung) oder eins. B die Sulfonat- 
oder Sulfatgruppe „nd Z® ein einwertigea Ration darstellen. oder 

b) eine Verbindung der Formel: 
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(0) 



m 



Rj-CH^-C-CHj-O-P-O-R^ Z® (ic). 



Rj 0® 



worin m null oder eins ist, einer der Reste R^ und R^ Wasserstoff, 
Hydroxy, Niederalkyl mit 1-A C-Atonen and der andere Rest Alkyl, 
Alkenyl, Alkoxy, Alkenyloxy oder Acyloxy nit je 10-20 C-Atonen, K 



Wasserstoff oder Hiederalkyl nit 1-4 C-Atomen und R^ gegebenenfalls 
Bubstituiertes Niederalkyl nit 1-7 C-Atonen, einen Kohlehydratrest 
nit 5-12 C-Atonen oder, wenn beide Reste Rj und R^ Wasserstoff oder 
Hydroxy bedeuten, einen Steroidrest bedeuten, und Z® ein ein- 
wertiges Ration bedeutet, oder 

c) eine Verbindung der Formel 

R, 0 

I II 
Rj - CH^ - C - CH^ - 0 - P - OH Z® (ID). 

Rj 0® 

worin Rj, R^, und Z® die unter Fomel (I C) genannten Bedeutungen 
haben. 



In einen anionischen Tensid der Fomel (I B) hat der gegebenenfalls 
substituierte Kohlenwassers toff rest R^ die weiter vorn unter Fomel 
1 A genannten Bedeutungen und ist vorzugsweise geradkettiges oder 
verzweigtes Alkyl nit 7-22, insbesondere 12-20. Kohlenstof fatonen 
und Alkenyl nit 6-20, insbesondere 12-20, Kohlenstoffatonen und 1-4 
Doppe lb indungen . 

In einen anionischen Tensid der Fomel IB ist R^ in erster Linie 
geradkettiges Alkyl nit einer geraden Anzahl von 12-20 Kohlen- 
stoffatonen, beispielsweise n-Dodecyl (Lauryl), n-Tetradecyl 
(Myristyl), n-Hexadecyl (Cetyl), n-Octadecyl (Stearyl) oder 
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ti-Eicosyl (Arachinyl), oder Alkenyl mit 12-20 KohlensLof fatomen und 
I Doppelbindung, belspielsveise 9-ci8-I>odecenyl (Lauroleyl)-, 
9-ci8-Tetradecenyl (MyrisColeyl) , 9-ci8'-Hezadecenyl (Palmitoleinyl)- 
6-ci6*-0ctadecenyl (Fetroselinyl), 6-tran8-0ctadecenyl 
(Petroselaidinyl)^ 9-ci8-0ctadecenyl (Oleyl), 9-tran8-Octadecenyl 
(Elaidinyl) oder 9-cis*£ico8eiiyl (Gadoleinyl), 

A mit der Bedeutung Niederalkylen ist belspielsveise Hethylen, 
Aethylen« n-Propylen oder n-Butylen. 

Das Kation Z ist ein Alkalimetallkation, z.B, das Lithium-, 
Natrium- oder Raliumiotii oder ein Tetraniederalkylammoniumion, z.B* 
Te t r ame thy 1 ammonium • 

Ein anionisches Tens id der Formel IB ist vorzugsweise ein Alkali- 
metal lalkylsulf at (m = o), 2.B. Natrium oder Kalium-n-dodecyl 
(lauryl)-Bulfat, -n-tetradecyl (myristyD-sulfat , -n-hexadecyl 
(cetyl)-sulfat oder -n-octadecyl (stearyl)-sulfat , ein Alkali- 
metal lalkylathersul fat (m = 1), 2.B. Natrium- oder Kalium-n- 
dodecyloxyathylsulfat, -n-tetradecyloxyathylsulfat , -n^exadecyl- 
oxyathylsulfat oder -n-octadccyloxyathylsulfat oder , ein Alkali- 
metallalkansulfonat, z.B. Natrium- oder Kalium-n-dodecansulfonat i 
-n-tetradecansulfonat, -n-hexadecansulfonat oder -n-octadecan- 
sulfonat. 

In einem anionischen Tensid der Formel I C ist Niederalkyl R^, 
Oder Rj mit 1-4 C-Atomen bevorzugt Methyl, femer Aethyl, n-Propyl, 
oder n-Butyl. 

Alkyl Rj Oder R^ ist vorzugsveise n-Decyl,-n-Undecyl, n-Dodecyl 
(Lauryl), n-Tridecyl, n-Tetradecyl (Myristyl), n-Pentadecyl , 
n-Hexadecyl (Cetyl), n-Octadecyl (Stearyl) und n-Eicosyl 
(Arachinyl). 
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Alkenyl oder ist vorzugswelse 9-cis-Dodecenyl (Lauroleyl), 
9-cis-Tetradecenyl (Myristoleyl) , 9-ci8-Hexadecenyl (Palnitoleinyl), 
6-cis-Octadecenyl (Fetroselinyl) , 6-trans-Oetadecenyl (PeCroselaid- 
inyl), 9-ci6-0ctadecenyl (Oleyl), 9-tran6-Octadecenyl (Elaidinyl) 
und 9-ci8-Eico8enyl (Gadoleinyl). 

Alkoxy Rj Oder R^ ist vorzugsweise n-Decyloxy, n-Dodecyloxy 
(Lauryloxy), n-Tetradecyloxy (Myriatyloxy), n-Hexadecyloxy 
(Cetyloxy), n-Octadecyloxy (Stearyloxy) und n-Eicosyloxy 
(Arachinyloxy) . 

Alkenyloxy R^ oder R^ ist vorzugsweise 9--ci8-Dodecenyloxy 
(Lauroleyloxy) , 9-cis-Tetradecenyloxy (Myristoleyloxy) , 9-ci8-Hexa- 
decanyloxy (Palmitoleinyloxy), G-cis-Octadecenyloxy (Petroselinyl- 
oxy), 6-trane-Octadecenyloxy (Petroselaidinyloxy) , 9-cis-Octa- 
decenyloxy (Oleyloxy), 9-trans-Octadecenyloxy (Elaidinyloxy) und 
9-cis-Eico8enyl (Gadoleinyloxy). 

Acyloxy oder R^ ist beispielsweise Alkanoyloxy oder Alkenoyloxy. 

Alkanoyloxy oder R^ ist vorzugsweise n-Decanoyloxy , n-Dodecanoyl- 
oxy (Lauroyloxy) , n-Tetradecanoyloxy (Myristoyloxy) , n-Hexadecanoyl- 
oxy, n-Hexadecanoyloxy (Palmitoyloxy) , n-Octadecanoyloxy (Stearoyl- 
oxy) und n-Eicosoyloxy (Arachinoyloxy) . 

Alkenoyloxy Rj oder R^ ist vorzugsweise 9-ci8-Dodecenyloxy 
(Lauroleoyloxy) , 9-cis-Tetradecenoyloxy (Myristoleoyloxy) , 9-cis- 
Hexadecenoyloxy (Palmitoleinoyloxy), 6-cis-Octadecenoyloxy 
(Peteroselinoyloxy) , 6-trans-Octadecenoyloxy (Petroselaidinoyloxy) , 
9-ci6-0ctadecenoyloxy (Oleoyloxy), 9-tran8-0ctadecenoyloxy 
(Elaidinoyloxy) und 9-ci8-Eico8enoyl (Gadoleinoyloxy). 

Niederalkyl R^ „it I-7 C-Atomen ist z.B. Methyl, Aethyl, Isopropyl. 
n-Propyl, Isobutyl oder n-Butyl, und kann durch saore Gruppen, z.B. 
Carboxy oder Sulfo, saure und basische Gruppen, z.B. Carboxy und 
Amino, wobei die Aminogruppe sich in a-Stellung zur Carboxygruppe 
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befindet, freie oder verStherte Hydroxygruppeni vobei zwei verSther- 
te Hydroxygruppen durch einen bivalenten RohlenwasserB toff rest, z.B. 
durch Methylen, Aethylen, Aethylideni 1,2-Propylen oder 2,2- 
PropyleHi niteinander verbunden aein konneiii Halogen t z*B. Chlor 
Oder Bronii Niederalkoxycarbonyl, s.B. Methoxy- oder Aethoxycarbonyl i 
Oder durch Niederalkansulfonyl, z.B. Methansulf onyl , substituiert 
aein. 

Substitulertes Niederalkyl mit 1*7 C-Atomen ist vorzugsweise 
Carboxyniederalkyl I z.B. Carboxymethyl , 2--Carboxyathyl oder 
3-Carboxy-&-propyl I o'-Ainino^o-carboxyniederalkyl , z.B« 2*AiDino-2*- 
carboxyathyl oder 3-Amino-3-carboxy-n-propyl , Hydroxyniederalkyl i 
z.B. 2-Hydroxyathyl oder 2,3-Dihydroxypropyl , Niederalkoxynieder* 
alkyla z.B. Methoxy- oder Aethoxymethyl , 2-Methoxyathyl oder 
3-Methoxy-n-propyl I Niederalkylendioxyniederalkyl , z.B. 2,3- 
Aethylendioxypropyl oder 2,3-(2,2-Propylen)-dioxypropyl, oder 
Halogenniederalkyl, z.B. Chlor oder Brommethyl, 2-Chlor- oder 
2-Broinathyl, 2- oder 3-Chlor- oder 2-oder 3-Brom-n-propy 1 . 

Ein Kohlehydratrest mit 5-12 C-Atomen ist beispielsweise ein 
naturlicher Honosaccharidrest , der sich von einer als Aldose oder 
Ketose vorliegenden Pentose oder Hexose ableitet. 

Bine als Aldose vorliegende Pentose ist z.B. D-Ribose, D-Arabinose, 
D-Xylose oder D-Lyxose. 

Eine als Ketose vorliegende Pentose ist z.B. D-Ribulose oder 
D-Xylulose. 

Eine als Aldose vorliegende Hexose ist z.B* D-Allose, D-Altrose, 
D-Glucose, D-Hannose, D-Galactose oder D-Talose. 

Eine als Ketose vorliegende Hexose ist z.B. D-Psicose, D-Fructose, 
D-Sorbose oder D-Tagatose. 
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Eine Hexose liegt vorzugsweiee in zyklischer Form vor, 2.B. als 
Pyranose (Aldose), 2*B. a- Oder B-D-Glucopyranose, oder als 
Furanose, z.B. a- oder B-D-Fructose. Der Pyranosylrest ist vorzugs- 
veise durch die in 1- oder 6*-Stellung und der Furanosylrest durch in 
1*- Oder 5*Stellung befindliche Hydroxygruppe mit der Phosphatidyl"- 
gruppe (m = 1) verestert. 

Bin Kohlehydratrest mit 5-12 C-Atomen ist femer ein natifrlicher 
Disaccharidrest , z«B. ein aus zwei Hexosen gebildeter Disaccarid- 
rest, der sich beispielsweise durch Rondensation von zwei Aldoseni 
z.B. D-Glucose oder D-Galactose, oder einer Aldose, z.B. D-Glucose 
mit einer Ketose, z.B. Fructosei ableitet. Aus zwei Aldosen gebilde- 
te Disaccharide, z.B. Lactose oder Maltose, sind vorzugsweise liber 

i 

die in 6-Stellung des betreffenden Pyranosylrests befindliche 
Hydroxygruppe mit der Phosphatidylgruppe verestert. Aus einer Aldose 

und einer Ketose gebildete Disaccharide, z.B. Saccharose, sind 

I 

vorzugsweise uber die in 6^Stellung des Pyranosylrests oder liber die 
in 1-Stellung des Furanosylrest befindliche Hydroxygruppe mit der 
Phosphatidylgruppe (m = 1) verestert. 

Ein Kohlehydratrest mit 5-12 C-Atomen ist ferner ein derivati- 
sierter Mono- oder Disaccharidrest , worin beispielsweise die 
Aldehydgruppe und/oder ein oder zwei endstMndige Hydroxygruppen zu 
Carboxygruppen oxydiert sind, z.B. ein D-Glucon-, D-Glucar- oder 
D-GlucoronsSurerest , welche vorzugsweise als zyklische Lactonreste 
vorliegen. Ebenso kSnnen in einem derivatisierten Mono- oder 
Disaccharidrest Aldehyd- oder Ketogruppen zu Hydroxygruppen redu- 
ziert sein, z.B. Inosit, Sorbit oder D-Mannit, oder Hydroxygruppen 
durch Wasserstofft z.B. Desoxyzucker , z.B. 2-De8oxy-D-ribo8ei 
L-Khamnose oder L-Fucose, oder durch Aminogruppen , z.B. Aminozucker, 
z.B. D-Glucosamin oder D-Galactosamin, ersetzt sein. 

Ein Kohlehydrat R^ kann ebenfalls ein durch Umsetzung eines der 
genannten Mono- oder Disaccharide mit einem starken Oxydations- 
mittel, z.B. PerjodsSure, gebildetes Spaltprodukt sein. 
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Ein Steroidrest ist beispielsweise ein Sterinrest, der Uber die 
in 3-Stellung des Steroidgeriists befindliche Hydroxygruppo nit der 
Pfaosphatidylgruppe (m = 1) verestert ist. 

Ein Sterinrest ist beispielsweise Lanosterin, Sitosterin, Kopro- 
Btanol, Cholestanol, Clycocholsaure, Ergosterin oder Stigmasterin, 
vorzugsweise Cholesterin. 

Venn einen Steroidrest darstellt, sind R^ und R^ vorzugsweise 
Hydroxy und R^ ist Wasserstoff. 

2 hat die unter Fonnel I B genannten Bedeutungen und ist vorzugs- 
weise NatritsD oder Kalium. 

In einen anionischen Tens id der Formel I C ist vorzugsweise m eins, 
Rj Alkyl, z.B. n-Dodecyl (Lauryl), n-Tridecyl, N-Tetradecyl 
(Myristyl), n-Pentacedyl , n-Hexadecyl (Cetyl), n-Heptadecyl oder 
n-Octadecyl (Stearyl), Alkoxy, z.B. n-Dodecyloxy (Lauryloxy), 
n-Tetradecyloxy (Myristyloxy) ,n-Hexadecyloxy (Cetyloxy), oder 
n-Octadecyloxy (Stearyloxy) , Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy, 
Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, R^ Wasserstoff oder Hydroxy, R^ 
Wasserstoff oder Niederalkyl. z.B. Hethyl, R^ Niederalkyl, z. B. 
Methyl Oder Aethyl, Niederalkyl substituiert durch saure und 
basische Gruppen, z.B. Carboxy und Amino, z.B. o-Amino-o-carboxy- 
niederalkyl, z.B. 2-Ainino-2-carboxyathyl oder 3-Ainino-3-carboxy- 
n-propyl, Hydroxyniederalkyl . z.B. 2-Hydroxyathyl oder 2,3-Hydroxy- 
propyl, Niederalkylendioxyniederalkyl, z.B. 2 , 3-Aethylendioxypropyl 
Oder 2,3-(2,2-Propylen)-dioxypropyl, Halogenniederalkyl, z.B. 
2-Chlor- Oder 2-Bromathyl , einen Kohlenhydratrest oit 5-12 C-Atomen, 
z.B. Inosit, Oder einen Steroidrest, z.B. ein Sterin, z.B. 
Cholesterin und 2® Natrium oder Ralium. 



Ein anionisches Tens id der Fonnel I C ist in erster Linie das 
Natrium- oder Kaliumsalz des Lysophosphatidylserins , z.B. das 
Natrium- oder Kaliumsalz des Lysophosphatidylserins aus dem Rinder- 
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hirn oder das Natrium- oder Kaliumsalz eines synthetischen Lyso- 
phosphatidylserins, «.B. Natrium- oder Kaliuln-l-my^i8^oyl- oder 
-l-palmitoyllysophosphatidylserin, oder das Natrium- oder Kaliumsalz 
des Lysophosphatidylglycerins. 

In einem anioniechen Tens id der Formel I D haben R^, R^, R^ und Z® 
die unter Formel IC genannten Bedeutungen. Das Kation Z® ist 
vorzugsweise Natrium oder Kalium. Das Vasserstoffatom an der 
Phosphatgruppe kann durch ein zweites Kation 2® oder das Magnesium- 
ion ersetzt sein. 

In einem anionischen Tens id der Formel I D ist vorzugsweise R 
Alkyl, z.B. n-Dodecyl (Lauryl), n-Tridecyl, n-Tetradecyl (Myristyl), 
n-Pentacedyl , n-Hexadecyl (Cetyl), n-Heptadecyl oder n-Octadecyl 
(Stearyl), Alkoxy, z.B. n-Dodecyloxy (Lauryloxy), n-Tetradecyloxy 
(Myristyloxy), n-Hexadecyloxy (Cetyloxy), oder n-Octadecyloxy 
(Stearyloxy), Acyloxy, z.B. Lauroyloxy, Myristoyloxy , Palmitoyloxy 
Oder Stearoyloxy, R^ Wasserstoff oder Hydroxy und R^ Wasserstoff 
Oder Niederalkyl, z.B. Methyl, und Z® Natrium oder Kalium. 

Ein anionisches Tensid der Formel I D ist in erster Linie das 
Natrium- oder Kaliumsalz einer naturlichen Phosphatidsaure, z.B. 
Ei-Phosphatidsaure, das Natrium- oder Kaliumsalz einer naturlichen 
Lysophosphatidsaure, z.B. Ei-lysophosphatidsaure, das Natrium- oder 
Kaliumsalz einer synthetischen LysophosphatidsSure, z.B. 1-Lauroyl-, 
l-Myristoyl- oder l-PalnitoyllysophosphatidsSure. 

Ein Lipid, welches in der wassrigen Phase dispergiert wird, ist 
beispielsweise eine Verbindung der Formel 

K (0) 

I II" 
Rj-CHj-C-CH^O-P-O-R^ (iC), 

OH 
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worin m, R^, R^, r^ und R^ die unter Forme 1 I C genannten Bedeutun- 
gen haben, R^ ist ausserdem durch Triniederalkylammonio, 2.B. 
Trimethylammonio, oder Amino substituiertes Niederalkyl, «.B. 
2-Trimethylannnonioa thyl ( Cho 1 iny 1 ) . 

Ein Lipid ist vorzugsweise ein Lipid der Fonoel (I C') worin m eins, 

und R^ Acyloxy, R^ Wasserstoff und R^ 2-Triinethylanimonioathyl 
Oder 2->bDinoathyl darstellen. 

Ein seiches Lipid ist z.B. ein naturlicbes Lecithin, s.B. Ei- 
Lecithin oder Lecithin aus Sojabohnen (R^ r 2-TriBethylammonio- 
Sthyl), und ein natfirliches Kephalin, z.B. li-Kephalin oder Kephalin 
aus Sojabohnen (R^ = 2-AiBinoathyl). 

Ausserdem sind als zusatzliche Lipide synthetische Lecithine (R = 
2-Triinethylammonioathyl) und synthetische Kephaline (R^ = 2-Ainino- 
Sthyl) der Formel (1 C) bevorzugt, worin R^ und R^ identische 
Acyloxyreste, z.B. Lauroyloxy, Oleoyloxy, Linoyloxy, Unoleoyloxy 
Oder Arachinoyloxy bedeuten, z.B. Dilauroyl-, Dinyristoyl-, 
Dipalmitoyl-, Distearoyl-, Diarachinoyl-, Dioleoyl-, Dilinoyl-, 
Diiinoleoyl-, oder Diarachinoyllecithin oder -kephalin, R^ und R 
verschiedene Acyloxyreste, z.B. R^ Palmitoyloxy und R^ Oleoyloxy, 
z.B. l-Palmitoyl-2-oleoyl-lecithin oder -kephalin, R^^ und R^ 
identische Alkoxyreste, z.B. Tetradecyloxy oder Hexadecyloxy, z.B. 
Ditetradecyl-oder Dihexadecyl lecithin oder -kephalin, R^ Alkenyl und 
Rj Acyloxy, z.B. ein Plasmalogen (R^ = Trimethylammonioathyl) , oder 

Acyloxy, z.B. Myristoyloxy oder Palmitoyloxy, und R^ Hydroxy, 
z.B. natiirliches oder synthetisches Lysolecithin oder Lysokephalin, 
z.B, l-Myristoyl- oder 1-Palmitoyllysolecithin oder -kephalin, und 
Rj Wasserstoff darstellen. 

Ein geeignetes Lipid ist femer ein Lipid der Formel I C, worin 
eins ist, R^ einen Alkenylrest, R^ einen Acylamidorest, R^ Wasser- 
stoff und R^ 2-Trimethylammonioathyl (Cholinrest) darstellen. Ein 
solches Lipid ist unter dem Namen Sphingomyelin bekannt. 
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Ein geeignetes Lipid ist ausserdem ein Lysolecithin-Analoges , «.B. 
l-Lauroyl-l,3-propandiol-3-pho8phorylcholin, ein Monoglycerid , e.B. 
Monoolein oder Monomyristin, ein Cerebrosid, ein Gangliosid oder 
ein Glycerid, welches keine freie oder veresterte Phosphoryl- oder 
Phoephonylgruppe in 3-Stellung enthalt. Ein eolches Glycerid ist 
beispielsweise ein Diacylglycerid oder l-Alkenyl-l-hydroxy-2- 
acylglycerid mit den genannten Acyl- bzw. Alkenylgruppen, worin die 
3-Hydroxygruppe durch einen der genannten Kohlenhydratreste, e.B. 
einen Galactosylreet, verathert ist, z.B. ein Monogalactosyl- 
glycerin. 

Ein geeignetes Lipid ist ferner ein neutrales Lipid, welches in 
Zellmembranen enthalten und nur in apolaren organischen Losungs- 
mitteln, z.B. in Chloroform, loslich ist. Neutrale Lipide sind 
beispielsweise Steroide, z.B. Oestradiol oder Sterine, z.B. Chole- 
sterin, fi-Sitosterin, Desmosterin, 7-Keto-Chole8terin oder 
a-Cholestanol , fettlSsliche Vitanine, z.B. Vitamin A, z.B. Vitamin 
Aj Oder A^, Vitamin E, Vitmin K, z.B. Vitamin Kj oder oder 
Vitamin oder D^. 

Die homogene Mischung besteht vorzugsweise aus einem Tensid der 
Formel I A, insbesondere N,N-Dimethyl-N-2-[2-(4-(l,l,3,3-tetra- 
methylbutyl)-phenoxy)-athoxy]-8thylammoniochlorid, N-Benzyl-N,N-di- 
methyl-H-2-[2-(3-iDethyl-4-(l , 1 ,3,3-tetramethylbutyl)-phenoxy)- 
athoxy]-athylammoniochlorid (Methylbenzethoniumchlorid) , n-Dodecyl- 
trimethylammoniochlorid oder -bromid, Trimethyl-n-tetradecylammonio- 
chlorid oder-bromid, n-Hexadecyltrimethylammoniochlorid oder -bromid 
(Cetyltrimethylammoniumchlorid oder -bromid), Trimethyl-n-octa- 
decylamnoniochlorid oder -bromid, Aethyl-n-dodecyldimethylammonio- 
chlorid oder -bromid, Aethyldimethyl-n-tetradecylammoniochlorid oder 
-bromid, Aethyl-n-hexadecyldimethylammoniochlorid oder -bromid, 
Aethyldimethyl-n-octadecylammoniochlorid oder -bromid, n-Alkyl- 
benzyldimethylammoniochlorid oder -bromid (Benzalkoniumchlorid oder 
-bromid), z.B. Benzyl-n-dodecyldimethylammoniochlorid oder -bromid, 
Benzyldimethl-n-tetradecylammoniochlorid oder -bromid, Benzyl-n- 
hexadecyldimethylammoniochlorid oder -bromid oder Benzyldimethyl-n- 
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octadecylammoniochlorid oder -bromid, N-(n-Decyl)-pyridiniochlorid 
Oder -bromid, N-(n-Dodecyl)-pyridiniochlorid oder -bromid, H-(n- 
TetradeeyD-pyridiniochlorid oder -bromid, H-di-HexadecyD-pyri- 
diniochlorid oder -bromid (Cetylpyridiniumchlorid) oder N-(n- 
OctadecyD-pyridiniochlorid oder -bromid oder einem anionxschen 
Tensid der Formel IB, insbeaondere Natrium oder Kaliun-n-dodecyl 
(lauryD-sulfat, -n-tetradecyl (myristyD-sulfat , -n-hexadecyl 
(cetyl)-sulfat oder -n-octadecyl (stearyD-aulfat, Natrium- oder 
Kalium-n-dodecyloxyathylsulfat , -n-tetradecyloxyathylsulfat , 
-n-hexadecyloxyathyl8ulfat oder -n-octadecyloxyathylsulfat , oder 
einem anionischen Tensid der Formel 1 C. insbesondere Natrium- oder 
Kaliun-2 , 2-dimethyl-3-palmitoyloxypropylhydrogenpbosphat , 
Natrium- oder Kalium-l-palmitpyllysophosphatidylglycerin, 
Natrium- oder Kalium-l-palmitoyllysophosphatidylserin, und einem 
lipid der Formel I C, worin und Acyloxy, z.B. Lauroyloxy. 
Myristoyloxy, Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, Waaserstoff und R 
2-Trimethylaimnonioathyl, z.B. ein naturliches Kephalin, z.B. ^ 
Ei-kephalin-oder Kephalin aus Sojabohnen, oder 2-Aminoathyl , z.B. 
ein naturliches Lecitin, z.B. Ei-Lecithin oder Lecithin aua Soja- 
bohnen, bedeuten. 

Die weiter vom und im folgenden genannten Tenside und Lipide mit 
einem chiralen Kohlenetof fatom kSnnen auch als racemische Mischungen 
Oder als optisch reine Enantiomere vorliegen. 

In der homogenen Mischung betrigt das nngefShre HolverhSltnis 
inonisches Tensid zu Lipid ca. 0,1 bis ca. 2 zu 1, bevorzugt ca. 0,8 
bis ca. 1,2 zu 1. 

Die homogene Mischung, z.B. den zuvor hergestellten Film oder 
Schaum, dispergiert man anschliessend in wassriger Fhase, welche die 
zu verkapselnden Stoffe, z.B. Agrochemikalien. z.B. Schadlings- 
bekampfungsmittel, Duftstoffe, Hartungsmittel , Farbstoffe oder 
pharmazeutischen Wirkstoffe, z.B. Peptide, z.B. Muramyl peptide, in 
geloster, kolloider oder suspendierter Form Tenside enthalt. 
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Man dispergiert beispielsweise durch Schutteln oder Riihren der 
wASsrigen Phase, welche die zuvor hergestellte homogene Mischung 
enthalt. Dabei findet die Bildung von unilamellaren Liposomen (KUL) 
und (GUL) spontan (spontaneous vesiculation) , d.h, ohne zus^'tzliche 
Energiezufuhr von aussen und mit grosser Geschwindigkeit statt. Die 
Konzentration an Tensid, Lipid und Einschlussverbindung kann erhb*ht 
werdeni bis die kritische Mizellbildungskonzentration (cmc) des 
betref fenden ionischen Tensids in der betreffenden wassrigen Phase 
erreicht ist. 

Oberhalb der kritischen Mizellbildungskonzentration verden bevorzugt 
Hizellen geildet. Dieser Vorgang ist in vielen Fallen durch Ver- 
schwinden der Opaleszenz, z.B. Klarwerden der wassrigen Phase « 
erkennbar. Die cmc ist eine variable RichtgrSsse fur die Menge eines 
ionischen Tensids, welche man in einem bestimmten Volumen Wasser 
unter Vermeidung von Mizellbildung dispergieren kann. Auf den 
Zahlenwert der cmc hat die Struktur'des hydrophoben Rests des 
Tensids Einfluss: Je grSsser die Kettenlknge, desto niedriger der 
cmc-Wert. Raumbeanspruchende Substituenten im hydrophoben Rest, z.B, 
ein aromatischer Rest, setzen die cmc ebenfalls herab. Funktionelle 
Gruppen, z.B. Doppelbindungen, welche den hydrophoben Charakter des 
hydrophoben Restes abschwachen, erhohen die cmc. Diese wird ferner 
von samtlichen dispergierten und gelosten Bestandteilen in der 
wassrigen Phase beeinflusst, z.B. durch Gegenionen, zusatzliche 
Lipide, Art des zu verkapselnden Wirks toffs etc. Der Zahlenwert der 
cmc lasst sich nur experimentell fur das betref fende System ermit- 
teln und zwar indirekt durch elektrochemische Verfahren, z.B. 
Leitfahigkeitsmessungen oder potentiometrische Bestimmung der 
Gegenionen mit Hilfe einer geeignete Elektrode, durch Messung der 
Ueberfuhrungszahl , der Oberflachenspannung, Messung von kolligativen 
Eigenschaften wie Dampfdruckerniedrigung, Gefrierpunktsemiedrigung 
und osmotischer Druck, Messung der Dichte, des Brechungs index, der 
Absorption von UV- und IR-Licht, der Solubilisation loslicher und 
unloslicher Farbstoffe, der Lichtstreuung, der Fluoreszenzpolari- 
sation und der Viskositat. Diese Eigenschaften erfahren bei Er- 
reichen der cmc eine deutliche Aenderung. So ist die Oberflachen- 
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spannung in AbhSngigkcit von der Konzentration des ionischen Tensids 
bis zum Erreichen der cne durch eine etarke Abnabme gekennzeichnet, 
obarhalb der cnic bleibt die OeberflSchenspannung praktiech konstant. 
E6 wird auf die Ausfiflirung in Stache H. , Tensidtaschenbuch, Hanaer, 
1981, verwiesen, inebeaondere S. 26, 3.1. "Methoden zur cmc-Beatiin- 
mung" und S. 28, 3.2. "AbhBngigkeit der erne von verachiedenen 
Parametem". Spezifische cmc-Werte, z.B. fur Dodecylpyridinium- 
bromid, sind in Adderson J.B. and Taylor H. , J. Colloid. Sci. 19, 
495 (1964) angegeben. let die cine iiberachritten, kann man darch"ver- 
dunnen der wSssrigen Phase mit Wasser die cmc wieder unter- 
schreiten. Aus Mirellen bilden sich dann reversibel unilamellare 
Liposomen* 

Wassrige Phasen mit einem pH-Wert hb-her als ca. 8 werden nach der 
Dispersion neutralisiert , a.B. auf den physio logischen pH-Wert von 
7,2. Die Keutralisation ist notwendig. um eine Zerstorung des 
Wirkstoffs und/oder der Liposomen unter basischen Bedingungen zu 
veraeiden und ua die physiologische Vertraglichkeit der applizier- 
baren wSssrigen Phase mit der Liposomenmischung zu gewShrleisten. 
Man neutralisiert mit einer physiologisch vertraglichen Saure oder 
einer Pufferlosung mit einem pH-Wert von 7 bis 8. Physiologisch 
vertrSgliche Sauren aind beispielsweise verdunnte wSssrige Mineral- 
sSuren, z.B. verdunnte SalzaSure, SchwefelaSure oder Phosphorsaure , 
Oder organische Sauren, z.B. NiederalkancarbonsSuren, z.B. Essig- 
sSure. 

Wassrige Phasen mit kationischen Tensiden der Formel lA kBnnen sauer 
reagieren. Diese neutralisiert man durch Zugabe von verdunnten 
wassrigen Basen, z.B. verdunnter wassriger Natronlauge oder Kali- 
lauge Oder mit einer Pufferlb'sung vom pH-Wert 7 bis 8. 

Man arbeitet zweckmassigerweise bei Raumtemperatur oder auch bei 
hb-heren Teaperaturen , z.B. bis ca. 60'C, und unter Riihren oder 
Schutteln. Falls es die Empfindlichkeit dee zu verkapselnden 
Wirkstoffs verlangt, fiihrt man das Verfahren unter Kiihlen und 
gegebenenfalls Inertgasatmosphare, z.B. Stickstof fatmosphSre, 
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durch. Die so erhaitlichen Liposomen sind in wSssriger Phase relativ 
lange (bis zu nehreren Tagen) bestSndig. WSssrige Phasen nit 
erfindungsgemHss herstellbaren unilamelaren Liposomen konnen nach 
dem in der Europaischen Patentanmeldung 00 65 292 angegebenen 
Verfahren lagerungsfaig gemacht werden. 

Die GrSsse der gebildeten unilamellaren Liposomen ist u.a. von der 
Struktur der Tenside und der Lipidkomponenten, dem Mischungsver- 
h-altnis der Komponent, der Konzentration dieser Komponenten in der 
wassrigen Phase und von der Menge und Struktur des zu verkapselnden 
Wirkstoffs abhSngig. So kann man beispielsweise durch ErhbTiung der 
Konzentration der Tensidkomponenten wSssrige Phasen mit einem hohen 
Anteil an klcinen oder grossen unilamellaren Liposomen herstellen. 
ZusStzlich zu KUL entstehen auch grosse unilamellare Liposomen 
(60L-Durchmesser bis zu 50,000 A). Diese schliessen grossere 
Volumina pro Mol eingesetzter Lipidkomponenten ein und eignen sich 
zuT Verkapselung von voluminosen Materalien, z.B. Viren, Bakterien 
Oder Zellorganellen. 

Die Trennung der KUL von GUL erfolgt mittels herkommlicher Trenn- 
methoden, 2.B. Gelfiltration, z.B. mit Sepharose 4B oder Sephacryl 
als Trager, oder durch Sedimentation der GUL in der Ultrazentrifuge 
z.B. bei 160.000 x g. Beispielsweise setzen sich nach mehrstiindigem. 
ca. dreistundigem, Zentrifugieren in diesem Schwerefeld GUL ab, 
wahrend die KUL dispergiert bleiben und dekantiert werden kSnnen. 
Nach mehrmaligem Zentrifugieren erreicht man eine vollstHndige 
Trennung der GUL von KUL. 

Auch durch Gelfiltration kann man alle in der wSssrigen Phase 
befindlichen Liposomen mit einem Durchmesser grosser als 600 A, z.B. 
GUL Oder multilamellare Liposomen, sowie nicht verkapselte Wirk- 
stoffe und iiberschiissige, dispergierte Lipide abtrennen und so eine 
wassrige Phase mit einer Fraktion KUL von relativ einheitlicher 
Grosse erhalten. 
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Nach Abtrennung von grossen unilamellaren (GUL) und raultilamellaren 
Liposomen mit einer der genannten Methoden ISsst sich die erfolgte 
Bildung von kleinen unilamellaren Liposomen und ihr Gehalt in 
wassriger Phase in an sich bekannter Weise anhand verachiedener 
physikalischer Messmethoden nachweisen, z.B, mit gefriergebrochenen 
(freeze fracture) Proben und Dunnschnitten im Elektronenmikroskop 
Oder durch Rontgendif fraktion, durch dynamische Lichtstreuung, durch 
Massenbestimmung des Filtrats in der analytiechen Ultrazentrifuge 
und vor allem spektroskopisch. z.B. im Kernresonanzspektrum (^H.^^C 
und P). So ergeben beispielsweise scharfe Signale mit schmaler 
Linienbreite im Kernresonanzspektrum einen Hinweis auf erfolgte 
Bildung von unilamellaren Liposomen mit einem Durchmesser kleiner 
als ca. 1000 k. Scharfe Signale bei 6 ca. 0,89 ppm (-CH^), 6 ca. 
1,28 ppm (-CH^-) und 6 ca. 3,23 ppm (-NCCH^)^) sind z B. fur 
verfahrensgemass erhaltene unilamellare Liposomen mit Phosphatidyl- 
cholin als Bestandteil charakteristisch. Im Kernresonanzspektrum 
sind solche Signale fur unilamellare Liposomen typisch und unter- 
scheiden sich von gemischten Mizellen. z.B. aus Phospholipiden, z.B. 
Lecithin, und Tensiden, z.B. Cetyltrimethylammoniumbromid. Fur 
gemischte Mizellen mit diesen Komponenten ist ein Methylsignal bei 6 
ca. 0,89 ppm charakteristisch, welches zu einem Triplett aufgespal- 
ten ist und eine wesentlich geringere Linienbreite hat als das 
Methylsignal (Singlett) (ebenfallsbei 6 ca. 0,89 ppm) das von 
unilamellaren Liposomen stammt. 



Die erfindungsgemass erhaltlichen Liposomen (KUL und GUL) sind 
geeignete Tragersystem, velche in wassriger Phase zur Solubili- 
sierung von lipophilen Stoffen, z.B. fettloslichen Farbstoffen, z 
Stabilisierung von hydrolyseemp find lichen Stoffen, z.B. 
Prostaglandinen, zum Einschluss von Schadlingsbekampfungsmitteln, 
z.B. zur Veranderung des Wirkungsprof ils von Dichlorphos, zum 
Einschluss von Nahrungsmittelzusatzen, z.B. zwecks Aenderung des 
Adsorptionsverhaltens von Vitaminen oder Farbstoffen, oder zur 
Einschleusung von verkapselten Wirkstoffen, Enzyraen, Antikorpern, 
Hormonen, Genen, Viren, Vitaminen oder Zellorganellen in die Zell. 
einer Zellkultur verwendet werden konnen. 
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WaBsrige Phasen, velche die erflndungsgemass erhalt lichen Liposome 
mit verkapselten Wirkstoffen enthaltetii aind Verbreichungsaysteinei 
welche sichi gegebenenfalls nach Ronzentrierung oder laolierung der 
Lipoaomen, s.B. durch Ultrazentrifugiereni zu therapeutiachen 
Zwecken fur die orale (p.o*), parenterale (i.v.* i.ni. oder i*p«) 
Oder topikale Verabreichung eignen. 

Bei oraler Verabreichung konnen Verabreichungssysteme auf Liposomen* 
baaia einen Wirkstoff , beispielaweiae Insulin, das im Verdauungs- 
trakt unbestMndig ist, achutzen oder seine Resorption verbessern. 
Fur die orale Verabreichung kann die Liposomen-haltige wassrige 
Phase mit pharmazeutisch unbedenklichen Verdlinnungsmiteln oder 
Tragern oder mit iiblichen Zusatzen, z.B, Farbstoffen oder Ge- 
schmacksstof fen, vermischt und als Sirup oder in Form von Rapseln 
verabreicht werden. 

Bei parenteraler Verabreichung konnen Verabreichungssysteme auf 
Liposomenbasis beispielsveise die Verweilzeit z.B. von Desferriox- 
amin, siehe Guilmette R.A. et al.. Life Sci. 22 (4) 313-320, 1978, 
Oder Gentamycin, siehe Scheld W.M. et al., Clin.Res, 26, No. 1, 59 

A, 1978, in einem Organismus verlangern. Ebenso wird die Verweilzeit 
von verkapselten Chelatbildern, z.B, EDTA (Aethylendiamintetra- 
essigsSure), in Organismen verlangert, so dass man durch Chelat- 
bildung Schwermetalle besonders aus Leber, Hilz oder Nieren ent- 
fernen kann, siehe Rahmann et al, Science, Vol 180,300-302, 1973, 
und J. Lab. Clin. Med. 640-647, 1974. Mit Verabreichungssystemen auf 
Liposomenbasis kann man Wirkstoffe im Myokard anreichern, siehe 
Landesmann et al, Science Vol. 198, 737-738, 1977. Antiinflam- 
matorisch virkende Stoffe, z.B. Cortisol, siehe Nature 271, No, 
5643, 372-73, 1978, oder Proteaseinhibitoren, siehe Anal. Biochem. 
89, No. 2, 400-07, 1978, kann man in der Gelcnkflussigkeit und 
Cytostatika in Tumorgevebe, siehe Uebersichtsartikel von Kaye St* 

B. , Cancer Treatment Reviews 8, 27-50, 1981, und die vielen darin 
zitierten Literaturstellen, anreichern. Manche Chemother apeutika in 
der Rrebstherapie sind weniger toxisch und besser vertrSglich, wenn 
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sie in Liposomen verkapselt verabreicht werden, z.B. liposom- 
verkapseltes Actinoinycin D, siehe Rahman et al, Proceedings of the 
Society for Experimental Biology and Medicine 146, 1173-1176, 1974, 
Hethotrexat, aiehe Leaermann L.D. et al. Proc. Katl. Acad. Sci. 77, 
No. 7, 4089-93, 1980, Vinblastin, Daunomycin oder Cytosin- 
Arabinosid, siehe Miihlensiepen et al., Cancer Res. 41, Nr. 5, 
1602-07, 1981. Liposomen konnen zur Einschleusung von Virkstoffen, 
z.B. Enzymen, Peptidhormonen, Genen oder Viren in das Cytoplasma von 
Zellen in lebenden Organismen, z.B. zur Einschleusung von 
Asparaginase, siehe Uebersichtsartikel von Finkelstein M. und 
Weissmann. G. , J. Lipid Research, Vol. 19, 1978, 289-303, von 
Amyloglucosidase, siehe Gregoriadis G. und Ryman B.E., Eur. 
J.Biochem. 24 (1972), 485-491, oder Neurominidase, siehe Gregoriadis 
et al., Biochetn. J. (1974) 140, 232-330, zur Verankerung spezi- 
fischer Erkennungsmolekiile, z-B. monoklonaler Antikorper, zwecks 
zielgerichteter Einschleusung in definierte Zielzellen, siehe 
Leserman et al., Nature 293 (5829), 226-228, 1981, zur Immun- 
stimulation als Adjuvans bei Impfungen, z.B. gegen Leishmaniasen, 
siehe New R.R.C. et al. Nature 272 (5648) 55-56, 1978, oder zur 
induzierten Freisetzung von Wirkstof fen durch Signale wie Tempera- 
turerhoTiungen, z.B. in entziindetem Gewebe, oder pH-Wert Aenderungen 
verwendet werden. Fiir die parent er ale Verabreichung konnen die 
konzentrierten oder isolierten Liposomen in einer geeigneten 
Tragerfliissigkeit, beispielsweise in sterilem destilliertem Wasser 
Oder in physiologischer Kochsalzlosung, suspendiert verden. 

Hers tel lung der homogenen Schicht der Lipidkomponenten 
Die Herstellung der homogenen Schicht der Lipidkomponenten kann in 
an sich bekannter Weise erfolgen. Beispielsweise lost man zunSchst 
das Tensid der Formel lA, z.B. Getylpyridiniumchlorid und das Lipid, 
2-B. Ei-Lecithin, gegebenenfalls unter Zumischung eines lipophilen 
Wirkstof fs, z.B. Proteins, das bei der Bildung der Liposomen in der 
Lipidschicht eingeschlossen wird, in einem organischen Lb'sungs- 
mittel auf. Durch Entfernen des organischen Losungsmittels , am 
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zweckmassigsten im Vakuum oder durch Abblasen mit Inertgas, r.B. 
Stickstoff, stellt nan eine au6 einem Film bestehende homogenc 
Schicht der Lipidkomponenten her. 

Die Auswahl des betreffenden L»sungsniittel8 ist von der Loslichkeit 
der betreffenden Lipidkomponenten darin abhHngig. Geeignete LSsungs- 
mittel sind beispielsweis^ unsubstituierte oder substituierte, e.B. 
halogenierte, aliphatische, cycloaliphatiache, aromatische oder 
aromatisch-aliphatische Kohlenwasserstof fe, z.B. Benzol , Toluol, 
Methylenchlorid oder Chloroform, Alkohole, z.B. Methanol oder 
Aethanol, Niederalkancarbonsaureester, z^B. Essigsaureathylester, 
Aether, z.B. DiathylSther , Bioxan oder Tetrahydrofuran, oder 
Mischungen dieser Lb'aungamittel. 

Eine homogene Mischung kann man auf die in der DE-A 28 18 655 
beschriebene Weise durch lyophilisieren aus organischer Losung 
herstellen. Man erhalt die homogene Schicht in Form einea Schaums. 

Die in der Beschreibung erwahnten ionischen Tenside, z.B. die 
kationischen Tenside der Forme! lA und die anionischen Tenside der 
Formel IB eind bekannt. Die Herstellung dieser Tenside ist in dem 
Standardwerk "Cationic surfactants" von Eric Jungermann, Dekker, 
New York 1970, beschrieben. Eine Uebersicht uber samtliche im Handel 
befindlichen anionischen und kationischen Tenside, sowie die 
Warenzeichen, unter denen diese Tenside von den Herstellerf irmen 
vertrieben werden, gilt das jahrlich neu erscheinende Handbuch 
"Mc Cutcheon's, Emulsifiers & Detergents", Manufacturing 
Confectioner Publishing Co, Die Tenside der Formeln I B und I C sind 
bekannt oder kSnnen falls sie neu sind, in an sich bekannter Weise 
nach den im Standardwerk von Knight C.G. , Liposomes, Elsevier 1981, 
Kapitel 3, angegebenen Vorschriftcn hergeatellt werden. Die waiter 
vorn genannten Lipide sind bekannt und grHsstenteila handelsublich. 

Die folgenden Beispiele veranschaulichen die Erfindung, ohne sie zu 
beschranken. Temperaturen sind in Grad Celsius und chemische 
Verschiebungen (6) im NMR-Spektrum in ppm angegeben. 
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^'"P^^^ AO ng Ei-Lecithin und 0,05 «g Cetyltrimethyl- 

annnoniumbromid in 2 ml einer Chloroform/ Kethanol-Mischuug (2:1) und 
dampft diese LSsung im Vakuum im Rotationsverdampfer ein. 2ur 
Bildung von unilamellaren Liposomen dispergiert nan bei Raum- 
temperatur den filmartigen Ruckstand in 1 ml Wasser dorch 5-10 
Minuten langes Schutteln. Man erhalt eine Icicht opalcBeicrende, 
wassrige Phase. 

Die erfolgte Bildung von kleinen unilamellaren Liposomen ist im 
NMR-Spektrum durch die Signale 6 = 1,28 (Methylen). « = 0,86 
(Methyl) und 5 = 3,25 (-N(CH3)3) "'^ennbar. 

Die gebildeten unilamellaren Liposomen konnen im Elektronenmikroskop 
sichtbar gemacht werden. Die Liposomendispersion wird zunachst der 
iiblichen Gefrierbruchmethode (freeze-fracture) unterzogen. Es liegen 
hauptsachlich cwel "Populationen" von unilamellaren Liposomen vor, 
die sich durch ihre durchschnittliche Grosse unterscheiden: 

1. Kleine unilamellare Liposomen (KDL) nit einem Durchmesser von ca. 
200-600 k und 

2. Grosse unilamellare Liposomen (6UL) nit einem Durchmesser von ca. 
1,000 - 10,000 k. 

Beispiel 2; Analog Beispiel 1 Ibst man pro Versuch 10 ng Ei-Lecithin 
und eine steigende Henge Cetyltrinethylammoniumbromid (CTAB, siehe 
Tabelle) in je 2 ml einer Chlorofom/kethanol-(2:l)-Mi8chung, dampft 
ein und dispergiert in Wasser. Man erhHlt eine opaleszierende 
wSssrige Phase, welche aus kleinen (KDL) und grossen (GUL) uni- 
lamellaren Liposomen besteht. 
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Tabelle 1; 



Konzentration 



Ausbeute KUL 



Versuch Nr. 


CTAB re/n 


m 


1 


0,1 


10 


2 


0,2 


10 


3 


0,5 


10 


4 


1.0 


10 


5 


2,0 


12 


6 


5.0 


14 


7 


7,0 


20 


8 


10,0 


40 


9 


15,0 


70 



Beispiel 3; Man lost pro Versuch 10 mg Ei-Lecithin und eine 
steigende Menge Cetylpyridiniomchlorid (CPC, siehe Tabelle 2) oder 
BenzalkoniujDchlorid (BAC, siehe Tabelle 3) in je 2 ml einer 
Chloroform/Me thanol - (2:1) - Mischung, dampft diese Losung im 
Vakuum ein und dispergiert in 1 ml Uasser durch fiinf bis rehn 
Minuten langes Schiitteln. Man erhSlt eine opaleszierende, wHssrige 
Phase, welche aus kleinen (KUL) und grossen (GUL) unilamellaren 
Liposomen besteht. 

Tabelle 2t 



Versuch Nr. 



Konzentration 



Ausbeute KUL 



1 

2 
3 
4 
5 
6 



1.0 
1.5 
2.0 
2,5 
3,0 
3,5 



10 
15 
20 
20 
25 
30 



0102324 



- 28 - 



Tabelle 3: 



Versuch Nr. 



Ronzentratlon 

BAG Pg/n 



Ausbeute KOL 



1 

2 
3 
4 
5 
6 



0.5 
1,0 
2,0 
3,0 
5,0 
10,0 



2 
5 
5 
10 
15 
60 



Beispiel 4; Man ISst pro Versuch 10 ng Ei-Lecithin und eine 
steigende Menge an Texapon H 25» (NatriumlaurylSthersulf at , 
siehe Tabelle 4), Octadecylphospho-D-mannit (OPM, siehe Tabelle 5) 
Oder Natriumdodecyleulfat (SDS, Tabelle 6) in je 2 ml einer 
Chlorofonn/Metanol-(2:l)-Mi8chang, dampft diese LSsung im Vakoun 
ein und dispergiert in 1 ml Wasser durch fSnf bis zehn Minuten 
langes Schiitteln. Man erhalt eine opalesrierende, wSssrige Phase, 
welche aus kleinen (KDL) und grossen (GUL) unilamellaren Liposomen 
besteht. 

Tabelle 4: 



Versuch Nr. 



Konzentration 
Texapon N 25 Tg/ll 



Ausbeute RUL 



1 

2 
3 
4 



1.0 
2,0 
3,0 
4,0 



2 
5 
5 
10 
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Tabelle 5: 



Versuch Nr. Konzentration Ausbeute KUL 

1 1,0 10 

2 2,0 15 

3 3,0 20 



Tabelle 6; 

Versuch Nr. Konzentration Ausbeute KUL 





SDS Te/n 




1 


1,0 


5 


2 


2,0 


8 


3 


3.0 


10 


4 


4,0 


12 


5 


5,0 


15 


6 


6.0 


15 


7 


7,0 


20 


8 


8,0 


30 


9 


9.0 


35 



Beispiel 5 : Man 15s t jeweils eine Gesamtmenge von 10 mg enthaltend 
den in den Tabellen 1-3 angcgebenen Anteil an KatriuiD-2|2-diiDethyl- 
3-palinitoyloxypropylhydrogenphosphat (Tabelle 7), Natrium-1- 
paliDitoyllyBophosphatidylglyccrin (Tabelle 8) und Natrium-l- 
palmitoyllysophosphatidylserin (Tabelle 9) und die entsprechende 
Menge Ei-Lecithin (Lipid) in 1 ml einer Chloroform/^ethanol Mischung 
(2:1) und dampft diese Losung im Rotationsverdasipfer ein. An- 
schliessend dispergiert man den filmartigen Riickstand in 1 ml 
destilliertem Wasser und neutralisiert durch Zugabe von 0,1 N 
Natriumhydroxid -Losung. Man erhalt eine opaleszierende wassrige 
Phase. 
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Tabelle 7: 



Konzentratrion 



Ausbeute 



versucn Hr. 


Tens Id Pr/iI 




1 


0.5 


7 


2 


1,0 


13 


3 


1,5 


19 


4 


2,0 


23 


5 


2.5 


26 


6 


3,0 


30 


7 


4,0 


37 


8 


5.0 


60 


9 


6,0 


83 


10 


7,0 


90 


11 


8,0 


95 


12 


9.0 


100 


13 


9.5 


100 



Bei einen Anteil von nehr als 60 / Tensid enthalten die 
KUL-Fraktionen ausserdem kleine Mizellen aus Lipid und Tensid. 



Tabelle 8: 



Versuch Nr. 



Konzentration 
Tensid fff/ll 



1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 



Ausbeute 



1.0 

1.5 

2.0 

2.5 

3,0 

3,5 

4,0 

4.5 

5,0 

6,0 



6 
10 
15 
17 
20 
25 
27 
30 
33 
40 
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Tabelle 9: 



Versuch Hr. 



1 
2 
3 
4 
5 
6 



Konzentration 
Tensid Ig/ll 



1 
2 
3 
4 
5 
6 



Ausbeute 

KiJLjn 



5 
8 

13 
18 
20 
25 



Beispiel 6 ; Man lost 3 mg eines in der Tabelle 10 genaanten Tensids 
und 7 mg Ei-Lecithin (Lipid) in 1 ml einer Chloroform/^ethanol 
Mischung (25l) und dampft diese LSaung ein. Der filmartige Ruckstand 

wird in 1 ml Wasser dispergiert. inschliessend neutralisiert man 

I 

durch Zugabe von 0,1 N Natriumhydroxidlosung. Man erhalt eine 
opaleszierende, wassrige Phase. 



Tabelle 10; 

tensid Ausbeute KUlI 



2- Hydroxyathyl-3-palmitoyloxypropylphosphat 20 

2 . 2- Diinethyl-3-palmitoy Iqxypropylhydrogen- 

phospbat 5Q 

3- Cetyloxypropyl-2-hydroxyathylpho8phat 29 

2- Brom9thyl-cetylph08phat 30 
n-Eicosyl-2 , 3-(2 , 2-propylen)-dioxypropylpho8phat 18 

3- Stearyloxypropylhydrogenphosphat 8 

2 . 3- Dihydroxypropyl-myri6tylphoBphat 34 
3-Cetyloxypropylhydrogenphosphat 19 
2,3-Dihydroxypropyl-n-eico8ylphosphat 8 
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Cetyl-2 , 3-dLhydroxypropylphosphaC 25 
Methyl-3-8tearoyloxypropylpho8phat 45 



Beispiel 7i Man lost 20 mg (0,026 oMol) Sojalecithin, 1 mg (0,76 
VMol ) N-Acety Imuramy 1-L-alany l-2-( 1 ' , 2 ' -d ipalmitoy 1-sn-g lycero-3 ' - 
phosphoryD-athylamid und 5 mg n-Hexadecylpyridiniumchlorid in 2 ml 
einer Chloroform/kethanol-Mischung (2:1) und dampft diese Losung im 
Rotationsverdampfer ein. Der filmartige Riickstand wird in 3 ml 
destilliertem Wasser funf Minuten lang geechuttelt. Man erhalt eine 
opaleszierende, wSssrige Phase. Man puffert aneehliessend die 
i^ssrige Dispersion durch Zugabe von 0,2 ml eines eehnfachen 
Konzentrats von Fhosphat-gepufferter.isotonischer Kochsalslb'sung 
(PBS fur Injekcionszwecke) auf den pH-Wert von 7,4 ab. 

Beispiel 8: Han ISst 30 mg (0,04 mHol) Sojalecithin, 2 mg (0,004 
mMol) Flumethason-21-pivalat and 8 mg (0,002 mMol) n-Hexadecyl- 
pyridiniumchlorid in 3 ml einer Chloroform^^Iethanol Mischung (2:1) 
und dampft diese Lb'sung im Rotationsverdapfer ein. Der filmartige 
Riickstand wird in 3 ml destilliertem Wasser funf Minuten lang 
geschuttelt. Man erhSlt eine opaleszierende, i^ssrige Phase. 
Anschliessend puffert man wie im Beispiel 7 beschrieben auf den 
pH-Wert von 7,4 ab. 

Beispiel 9; Man lost 30 mg (0,040 mMol) Sojalecithin und 15 mg 
(0,042 mMol) Lanette E • (Katrium-stearyl- oder palmitylsulfat) in 
8 ml einer tert-Butanol/Methanol Mischung (4:1) bei 70' und dampft 
diese Losung im Vakuum ein. Der filmartige Riickstand wird mit 3 ml 
destilliertem Wasser fiinf Minuten lang geschiittelt. Man erhalt eine 
opaleszierende, wassrige Phase, welche man wie im Beispiel 7 
beschrieben auf den pH-Wert von 7,4 abpuffert. 



Beispiel 10; Man lost 20 mg (0,026 mMol) Sojalecithin, 1 mg 
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(0,76 Mol) N-AcetyliDuramyl-L-alanyl-2-(rg2*-dipalinitoyl-8n- 
glycero-3*-pho6phory l)-athylamid und 10 ng (0|02B mMol) Lanette E • 
in 6 ml einer tert-Butanol/Mcthanul Mischung (4:1) bei 70* und 
dampft diese Losung im Rotationsverdampfer ein. Der filmartige 
Riickstand wird in 2 ml destilliertem Wasser 5 Hinuten lang ge- 
Bchuttelt. Man erhSlt eine opaleszierende, wa'ssrige Phase. 

Diese wird in eine geriihrte Ultrafiltrationszelle (Amicon 
eingefiillt, die anstelle des Ultrafilters mit einem geradporigen 
Filter aus Polycarbonat (Nucleopore •) mit einem Forendurchmesser 
von 0,1 versehen ist und partikelfrei gewaschen wurde, und unter 
geringem Ueberdruck und stetiger Zufuhr von sterilf iltrierter 
Pufferlbsung nach Dulbecco (pH 7,4 ohne Ca und Mg) so filtriert, 
dass das Voluraen in der Zelle nicht unter 30 ml sinkt. Nach Durch- 
tritt von 0,3 1 Piltrat sind alle KUL abgetrennt und die iiber- 
stehende Dispersion an GUL kann ampul liert und fur Behandlungs- 
versuche eingesetzt verden. 

Beispiel 11 : Man lost 30 mg (0,04 mMol) Sojalecithin, 4 mg (0,081 
mMol) Flumethason-21-pivalat und 10 mg (0,028 mMol) Lanette E • in 
6 ml einer tert-Butanol/Methanol Mischung (4:1) bei ca. 70* und 
dampft diese Lb'sung im Rotationsverdampfer ein. Der filmartige 
Ruckstand wird in 3 ml destilliertem Wasser geschuttelt. Man erhalt 
eine opaleszierende, wassrige Phase. Nach Einfiillen in eine geriihrte 
Filterzelle (Totalvolinnen 100 ml) gemass Beispiel 10 wird unter 
Zugabe von sterilem, partikelfrei filtriertem Wasser so lange 
filtriert, bis 500 ml Filtrat gesammelt sind. Dieses Filtrat wird in 
eine genihrte Filterzelle, die mit einem Ultrafiltcr, z.B. Amicon U 
10 bestuckt ist, kontinuierlich eingespeist und auf ein Volumen 
von 30 ml konzentriert. Die konzentrierte Dispersion enthalt kleine, 
unilamellare Liposomen und kann nach Zugabe eines Konzentrats von 
Phosphatpuffer nach Dulbecco (pH 7,4 ohne Ca und Mg) ampulliert und 
fur Behand lungs versuche eingesetzt verden« 
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Anspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung von unilamellaren Liposomen in wassri- 
ger Phase I dadurch gekennzeichnet , dass nan eine homogene Hischung 
eines ionischen Tensids und eines Lipids in wassriger Phase bei 
einer RonzentraCion niedriger als die kritische Mizellbildungs- 
konzentration (cinc-critical micelle concentration) des Tensids in 
der betreffenden Phase dispergiert und, wenn notwendig, die erhalt- 
liche wassrige Phase neutralisiert und, wenn ervunscht, die erhalt- 
lichen unilamellaren Liposomen anreichert und/oder abtrennt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
homogene Hischung eines anionischen oder kationischen Tensids 
dispergiert. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass man eine 
homogene Hischung eines kationischen Tensids der Formel: 



R 

N® (I A), 



/I \ 



R 
c 



worin R einen gegebenenfalls substituierten Kohlenwasserstof f rest , 
a 

R^ Niederalkyl, Phenylniederalkyl oder Hydroxy, R^ und R^ Nieder- 
alkyl oder R^^ und R^ zusammen mit dem Stickstof fatom einen gegebe- 
nenfalls an einem Rohlens toff atom substituierten, aliphatischen 
Heterocyclus und R^ Miederalkyl oder R^, R^ und R^ zusammen mit dem 
Stickstof fatom einen gegebenenfalls an einem Kohlenstof fatom 
substituierten, aromatischen Heterocyclus und em Anion dar- 
stellen und eines Lipids dispergiert. 
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4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekcnnzeichnet , dass man eine 
honogene Miachung von N-Benzyl N,N-diiDethyl-N-2-[2-(4-(l, 1,3,3- 
tetramethylbutyl )-phenoxy )-2choxy]-Sthylaiinnoniochlorid , N-Benzyl- 
N,N-diinethyl-N-2-[2-(3-iDethyl-4-(l J,3,3-tetramethylbutyl)-phenox 
athoxy]-athylammoniochlorid (Methylbenzethoniumchlorid) , n-Dodecyl- 
trimethylammoniochlorid oder -bromid, Tr ime thy 1-n-te trade cyl- 
ammoniochlorid oder -bromid, n-Hexadecyltrimethylammoniochlorid oder 
-bromid (Cetyltrimethylamrooniumchlorid oder -bromid), Trimethyl-n- 
octadecylammoniochlorid oder --bromid, Aethyl-n-dodecyldimethyl- 
ammoniochlorid oder -bromid, Aethyldimethyl-n-tetradecylammonio- 
chlorid oder -bromid, Aethyl-n-bexadecyldimethylammoniochlorid oder 
-bromid, Aethyldimethyl-n-octadecylammoniochlorid oder -bromid, 
n-Alkyl-benzyldimethylammoniochlorid oder -bromid (Benzalkonium- 
chlorid oder -bromid), z.B, Benzyl-n-dodecyldimethylammoniochlorid 
Oder bromid, Benzyldimethyl-n-tetradecylammoniochlorid oder -bromid, 
Benzyl-n-hexadecyldimethylammoniochlorid oder -bromid oder Benzyl- 
dimethyl-n-octadecylammoniochlorid oder -bromid, N-(n-Decyl)- 
pyridiniochlorid oder -bromid, N-(n-Dodecyl)-pyridinioch lor id oder 
-bromid, N-(n-Tctradeyl)-pyridiniochlorid oder -bromid, N-(n-Hexa- 
decyD-pyridiniochlorid oder -bromid (Cetylpyridiniumchlorid) oder 
N-(n-Octadecyl)-pyridiniochlorid oder -bromid oder eine Mischung von 
diesen Tensiden und einea Lipids diapergiert. 

5, Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet , dass man eine 
homogene Mischung eines anionischen Tensids der Formel: 

a) eine Verbindung der Formel: 

[r^-(o-a)^-b]®z® (I 

worin einen gegebenenfalls substituierten Kohlenwasserstoffrest, 
A Niederalkylen, n null (direkte Bindung) oder eine, B die Sulfonat- 
oder Sulfatgruppe und 2® ein einwertiges Ration darstellen, oder 
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b) eine Verbindung der Formel : 



R, (0) 

I II ° 



worm » null oder eins ist. einer der Reste „nd R^ Wasserstoff. 
Hydroxy. Niederalkyl nit 1-4 C-Atomen und der andere Rest Alkyl, 
Alkenyl, Alkoxy, Alkenyloxy oder Acyloxy ait je 10-20 C-Atomen, R 
Wasserstoff oder Niederalkyl mit 1-4 C-Atomen und R^ gegebenenfaUs 
substituiertes Niederalkyl mit 1-7 C-Atomen. einen Kohlehydratrest 
mit 5-12 C-Atomen oder, wenn beide Reste R^ und R^ Wasserstoff oder 
Hydroxy bedeuten, einen Steroidrest bedeuten, und Z® ein ein- 
wertiges Ration bedeutet, oder 

c) eine Verbindung der Formel 

h 9. 



Rj-CHj-C - CH^-O-P-OH Z® (i d), 

^2 



R, 0® 



worin Rj, R^. R^ und Z® die unter Formel (I C) genannten Bedeutungen 
haben. und eines Lipids dispergiert. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet . dass man eine 
homogene Mischung enthaltend ein Alkalimetallalkylsulfat (m = o), 
s.B. Natrium oder Kalium-n-dodecyl (lauryl)-sulfat, -n-tetradecyl 
(myristyl)-sulfat, -n-hexadecyl (cetyD-sUlfat oder -n-octadecyl 
(Btearyl)-sulfat, ein AlkalimetallalkylSthersulfat (m = 1), z.B. 
Natrium- oder Kalium-n-dodecylojcyathylsulfat, -n-tetradecyloxy- 
athylsulfat, -n-hexadecyloxya-thylsulfat oder -n-octadecyloxy- 
athylsulfat Oder . ein Alkalimetallalkansulfonat , r.B. Natrium- oder 
Kalium-n-dodecansulfonat. n-tetradecansulfonat, n-hexadecansul f onat 
Oder -n-dodecansulfonat, das Natrium- oder Kaliumsalr des Lyso- 
phosphatidylserins, z.B. das Natrium- oder Kaliumsalz des Lyso- 
phosphatidylserins aus dem Rinderhirn oder das Natrium- oder 



I 
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Kaliumsalz eines synthetischen Lysophoaphatidylseiins, z.B. Natrium- 
oder Kalium-l-myristoyl- oder -l-palmitoyllysophosphatidylserin, 
Oder das Natrium- oder Kaliumsalz des Lysophosphatidylglycerins, 
Oder Natrium- oder Kaliumsalz einer natiir lichen PhosphatidsSure, 
z.B. Ei-PhosphatidsSure, das Natrium- oder Kaliumsalz einer 
nattirlichen LysophosphatidsSure, z.B. Ei-Lysophosphatidsaure, das 
Natrium- oder Kaliumsalz einer synthetischen LysophosphatidsSure, 
z.B. 1-Lauroyl-, l-Myristoyl- oder l-PalmitoyllysophosphatidsSure, 
Oder einer Mischung von diesen Tensiden und eines Lipids disper- 
giert. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche ^1-6, dadurch gekennzeichnet, 
dass man als Lipid eine Verbindung der Formel 

I 

(0) I 

1^ ir i 

- CHj - C - CHj 0 - P - 0 - (I C), 

Rj OH 

worin m, R^, R^, und R^ die unter Formel I C genannten 
Bedeutungen haben und R^ ausserdem durch Triniederalkylammonio 
oderAmino substituiertes Niederalkyl ist, dispergiert. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass man als 
Lipid ein naturliches Lecithin, z.B. Ei-Lecithin oder Lecithin aus 
Sojabohnen (R^ = 2-Trimethylaimnonioathyl) , ein naturliches Kephalin, 
z.B. Ei-Kephalin oder Kephalin aus Sojabohnen (R^ = 2-Aminoathyl ) , 
ein synthetisches Lecithin (R^ = 2-Triinethylammonioathyl ) oder ein 
synthetisches Kephalin (R^ = 2-Aminoathyl) der Formel (I C') 
bevorzugt, worin R^ und R^ identische Acyloxyreste, z.B. Lauroyloxy, 
Oleoyloxy, Linoyloxy, Linoleoyloxy oder Arachinoyloxy bedeuten, z.B. 
Dilauroyl-, Dimyristoyl-, Dipalmitoyl-, Disteararoyl-, Diarachin- 
oyl-, Dioleoyl-, Dilinoyl-, Dilinoleoyl-, oder Diarachinoyllecithin 
Oder -kephalin, R^, und R^ verschiedene Acyloxyreste, c.B. 
Palmitoyloxy und R^ Oleoyloxy, z.B. l-Palmitoyl-2-oleoyl-lecithin 
Oder -kephalin, R^ und R^ identische Alkoxyreste, z.B. Tetradecyloxy 
Oder Hexadecyloxy, z.B. Ditetradecyl- oder Dihexadecyllecithin oder 
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-kephalin, Alkenyl und Acyloxy, z.B. ein Plasmalogen (R, = 
Trimethylammonioathyl), oder R^ Acyloxy, z.B. Myristoyloxy oder 
Palmitoyloxyc «nd R^ Hydroxy, z,B. naturliches oder synthetisches 
Lyaolecithin oder Lysokephalin, z.B. l-Myristoyl- oder l-Palmitoyl- 
lysolecithin oder -kephalin, und Wasserstoff darstellent disper- 
giert, 

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-8, dadurch gekennseichnet , 
dass man eine bomogene Hischung aus einem Tens id der Formel I A, 
insbesondere N , N-Dime tbyl-N-2-[2-(4-( 1,1.3. 3-tet rametbylbutyl )- 
phenoxy )-atboxy]]-athylammoniocblor id , N-Ben2yl-N,N-dimetbyl-N-2- 
[2-(3-Tnetbyl-4--(l , 1 , 3,3-tetramethylbutyl)-pbenoxy)-athoxy]-Sthyl- 
ammoniocblorid (Metbylbenzethoniumchlorid), n-Dodecyltrimethyl*- 
ammoniocblorid oder -bromid, Trimethyl-n-tetradecylammoniochlorid 
oder--bromid, n--Hexadecyltrimethylammoniochlorid oder -bromid 
(Cetyltrimethylammoniumchlorid oder -bromid), Trimethyl-n-octadecyl- 
ammoniochlorid oder -bromid, Aethyl-n-dodecyldimethyl ammoniocblorid 
Oder -bromid, Aethyldimethyl-n-tetradecylammoniochlorid oder 
-bromid, Aethyl-n-hexadecyldimethylammoniochlorid oder -bromid, 
Aethyldimethyl-n-octadecylammoniochlorid oder -bromid, n-Alkyl- 
benzyldimetbylammoniocblorid oder -bromid (Benzalkoniumchlorid oder 
-bromid), z,B. Benzyl-n-dodecyldimethylammoniochlorid oder -bromid, 
Benzyldimetbl-n-tetradecylammoniochlorid oder -bromid, Benzyl-n- 
hexadecyldimethylammoniochlorid oder -bromid oder Benzyldimethyl-n- 
octadecylammoniochlorid oder -bromid, N-(n-Decyl)-pyridiniocblorid 
Oder -bromid, N-(n-Dodecyl)-pyridiniochlorid oder -bromid, N-(n- 
TetradecyD-pyridiniochlorid oder -bromid, N-(n-Hexadecyl)-pyri- 
diniochlorid oder -bromid (Cetylpyridiniumchlorid) oder N-(n- 
OctadecyD-pyridiniochlorid oder -bromid oder einem anioniscben 
Tensid der Formel IB, insbesondere Natrium oder Kalium-n-dodecyl 
(lauryl)-sulfat, -n-tetradecyl (myristyD-sulfat , -n-hexadecyl 
(cetyl)-8ul£at oder -n-octadecyl (stearyD-sulfat , Natrium- oder 
Ralium-n-dodecyloxyathylsulfat , -n-tetradecyloxyStbylaulfat , 
-n-hexadecyloxyathylsulfat oder -n-octadecyloxyStbylsulfat , oder 
einem anioniscben Tensid der Formel I C, insbesondere Natrium- oder 
Kalium-2 , 2-dimethyl-3-palmitoyloxypropylhydrogenpho8phat , Natrium- 
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Oder Kalium-l-palinitoyllysophoGphatidylglycerini Natrium-* oder 
Ralium-l-palQiitoyllyeophosphatidylserin, und einem Lipid der Formel 
I , worin und Acyloxy, z.B. Lauroyloxyt Myristoyloxy , 
Palmitoyloxy oder Stearoyloxy, R^ WaBserstoff und R^ 2-Triraethyl- 
ammonioathyl , z.B. ein natiirliches Kephalin, z.B. Ei-kephalin-oder 
Kephalin aus Sojabohnen, oder 2-Aminoathyl , z.B. ein natiirliches 
Lecitin. z.B. £i-Lecithin oder Lecithin aus Sojabohnen, dispergiert. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-9, dadurch gekennzeichnet , 
dass man eine homogene Mischung eines Tensids und eines Lipids 
gemass Anspruch 9 und eines pharmazeutischen Wirks toffs dispergerit. 

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-10, dadurch gekennzeichnet , 
dass man eine homogene Mischung aus einem anionischen Tens id der 
Formel 1 B, Ei-Lecithin und einem Muramylpeptid dispergiert. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1-10, dadurch gekennzeichnet, 
dass man eine homogene Mischung aus einem kationischen Tensid der 
Formel I A, Sojalecithin und einem Muramylpeptid dispergiert. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass man 
eine homogene Mischung aus n-Hexadecylpyridiniumchlorid, Soja- 
lecithin und N-Acetylmuramyl-L-alanyl-2-(l*,2'-dipalmitoyl-sn- 
glycero-3'--phosphoryl)-athylamid dispergiert. 

16. Verabreichungssystem auf Liposomenbasis fur verkapseltes 
N-Acety Imuramy 1-L-alany 1-D-isoglutamy 1-L-alany l-2-( 1 ■ , 2 ' -dipalmitoy 1 
-sn-glycero-3'-phosphoro)-Sthylamid, hergestellt nach den Verfahren 
gemass Patentanspruch 1. 

17. Pharmazeutische Zusammensetzung enthaltend ein Verabreichungs*- 
system auf Liposomenbasis fur verkapselte Wirkstoffe gemass Anspruch 
15, vermischt mit pharmazeutisch vertraglichen Zusatzstof fen. 
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18. Verabreichungesystem gemass Anspruch 15 zur Anwendung bei der 
Behandlung des meoBchlichen Oder tieriachen KSrpers. 

19. Pharaazeutische Zusannnensetzung gemass Anspruch 15 zur Anwendung 
bei der Behandlung des nenschlichen oder tierischen Korpers. 

20. Die Hethode der Behandlung von Erkrankungen des menschlichen 
Oder tierischen K&'rpers mit Verabreichungssyetemen gemass 
Anspruch 15. 
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